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Lb presente invention concerne une methode de detection et de 
comptage des bacteries presentes dans des echantillons d'urine, 
afin de determiner l'etendue d' affections des voies urinaires, 
et plus specialement une nouvelle methode de comptage de bacte- 
5 ries qui est basee sur la presence et la determination du tri- 
phosphate d 'adenosine (ATP) qui est un nucleotide pr4sent dans 
toutes les matieres vivantes connues. 

Une technique rapide et courante pour la detection quantita- 
tive et le comptage de bacteries est souvent d'une importance 

10 vitale. Les techniques classiques, qui offrent l'avantage d'une 
identification positive des bacteries, sont ordinairement lentes 
et exigent des moyens assez complexes. La technique decrite ici 
pour le detection et le comptage des bacteries presentes dans un 
echantillon d'urine presente un haut degre de sensibilite, de ra- 

15 pidite, d' exactitude, et de reproductibilite . Elle exploite la 
specif icite et la sensibilite elevee d'une reaction enzymatique 
bioluminescente dans 1' analyse d'un echantillon d'urine, en y 
associant une methode nouvelle pour eliminer de 1 'echantillon 
les composes gSnants afin de rendre la reaction enzymatique bio- 

2Q luminescente quantitative pour le triphosphate d» adenosine bac- 
terien. 

L'ATP est universellement present dans toute matiere vivante, 
ce qui fait de ce compose un excellent indicateur ae la presence 
de diverses formes de vie, par exemple des bacteries. Une des me- 

25 thodes les plus sensibles pour la determination quantitative de 
l'ATP est une determination enzymatique bioluminescente. Dans' 
cette reaction, la bioluminescence se produit par suite de la re- 
action de l'ATP avec un enzyme lucif erase, actuellement tire aes 
lucioles, et un substrat de lucif erine plus des ions metalliques 

30 divalents tels que magnesium ou manganese. 

II a ete anterieurement demontre avec des cultures pures a'un 
certain nombre d'especes de bacteries que la concentration de 1' 
ATP bacterien pouvait Stre etroitement rattache au comptage des 
bacteries. Cela est etudie en detail par E.W. Chappelle et G.Y. 

35 Levin dans un article intitule "Emploi de la reaction biolumines 
cente de lo luciole pour une detection et un comptage rapide de 
bacteries" presente dans "Biochemical Medicine", Vol. 2, pages 
41 a 52 (Juin 1968). En mesurant la teneur en ATP d'un certain 
nombre d'especes sur la base de 1 • unite-cellule , la teneur moyen 

40 ne en ATP d'une cellule de bacterie a ete etablie d'une maniere 
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generale comma etant 3 x 10" J^S (allant de 0,28 x 1Q >*g a 
8,9 x ID" 10 /*g). 

Pour pouvoir utiliser la determination de l'ATP pour la detec- 
tion de bacteries dans de l*urine, il f8llait mettre au point une 
5 methode pour 1 1 elimination de 1 1 ATP non-becterien urinaire evant 
la detection de l'ATP bacterien. Les sources essentielles de l 1 
ATP non-bacterien urinaire sont l'ATP soluble libre et l'ATP 
dans les globules rouges et blancs du sang. L f elimination de 1* 
ATP non-bacterien est effectuee en rompant d'abord, par exemple 
10 avec un detersif non-ionique, les globules sanguins rouges et 

blancs de 1 ' echantillon d 'urine, ce qui en libere l'ATP a l'etet 
soluble libre. Ensuite, par I'addition d'un enzyme hydrolysant 
l'ATP (c'est a dire une ATPase) , la totalite de 1» ATP non-bacte- 
rien soluble libre est hydrolysee. L'enzyme hydrolyseur d'ATP 
15 est ensuite soit denature (c'est a dire detruit) par chauffege, 
soit rendu insctif par un moyen chimique. 

Apres avoir elimirie de 1 1 echantillon d 'urine 1 'ATP non-bacte- 
rien, on libere l'ATP bacterien en rompant les bacteries avec un 
acide. Ensuite, l'acide est neutralise et le pH et la concentra- 
20 tion ionique de l'echantillon d'urine sont ajustes au moyen d f un 
tampon pour bbtenir line activite optimum de lucifer8se. L'echen- 
tillon d'urine, a ce stade du traitement, sera maintenant denom- 
me echantillon d'urine traite. On le combine avec un melange lu- 
cif erase-lucif erine et , si des bacteries sont pr6sentes, la lu- 
25 miere de la reaction bioluminescente est detectee et enregis- 
tree par des appareils appropries. 

La methode de determination de l'ATP present dans 1* echantil- 
lon d 'urine traite est basee sur un systeme enzymatique biolumi- 
ne scent, le mSme que celui qu'on rencontre chez les lucioles. lie. 
30 mecanisme de reaction couramment admis pour ce systeme enzymati- 
que est le suivant: M _ 

E * LHg -t ATP EL^AMP + PP 

ELB^AMP + Og, E +. AMP +. GO^. + Eumiere * T 

E = luc if erase de luciole 
35 LH^ = lucif erine reduite 

ATP = triphosphate d 'adenosine 
AMP monophosphate d 'adenosine 
PP pyrophosphate 
T = thiazolinone 
4-Q Mg ++ = ion de magnesium 
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OQ 2 — anhydride carbonique 
O2 = oxygene 

Si tous lea constituants de la reaction ci-dessus sont mainte- 
nus a une concentration depassant l'ATP, l'emission de lumiere 
5 est directement proportionnelle a la quantite d * ATP introduite, 
Oele permet de relier directement 1» intensity de l'emission de 
lumiere a la concentration d'ATP, quand 1 • echantillon d • urine , 
traite est combine avec le melange lucif erase-lucif erine , par^ 
l'emploi d'une courbe de reference preparee comme decrit en de- 
10. tail plus loin. En outre, si on veut connaitre le nombre de bac- 
teries equivalant a la concentration d'ATP dans 1' echantillon d' 
urine, on peut l'obtenir en divisant simplement la concentration 
d'ATP, basee sur la mesure de l'emission de lumiere, par 3x10 
/ug, teneur moyenne en ATP d'une cellule bacterienne . 
15 Les methodes actuellement employees pour determiner et comp- 
ter des bacteries dans l'urine sont, 1) des methodes par culture 
qui comprennent la methode par touches et la methode des plaques 
solidifi6es, et 2) des methodes directes qui comprennent le 
comptage au microscope et une autre methode basee sur l'aptitu- 
20 de d'organismes a reduire des nitrates en nitrites. 

La methode par touches se pratique en deposant par touches 
une petite quantite d 'urine sur une plaque de gelose solide ren- 
. fermant des produits nutritifs. La methode des plaques solidi- 
fiees est plus precise mais prend beaucoup plus de temps du fait 
25 qu'elle exige une serie de dilutions de 1 • echantillon d'urine a 
analyser, et ensuite le melange de portions precises de ces di- 
lutions evec un produit nutritif bacterien liquide prechauffe, 
contenant ae la gelose. Le melange ainsi obtenu est ensuite ver- 
se dans un vase de Petri et se solidifie sous forme de plaque 
50 par abandon. Dans les aeux methodes qu'on vient de decrire , une 
perioae d 'incubation de 1 a 4- jours est necessaire, apres quoi 
les plaques sont examinees quant au developpement de colonies de 
bacteries, le nombre ae colonies etant une mesure au comptage 
des bacteries. Au mieux ces methodes sont toutes deux semiquan- 
35 titatives, et ne permettent pas la detection^ 'organismes non- 
cultivables qui pourraient offrir de l'intergtc 

Bien que la methode par touches et la methode des plaques so- 
lidifies pour la determination du comptage des bacteries don- 
nent toutes deux des resultets qui semblent correspondre avec d' 
40 autres symptSmes d' infections des voies urinaires, elles presen- 
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tent des inconvenients. La source de ceux-ci reside dans 1* exi- 
gence fondsmentale d'une croissance des bacteries, celle-ci of- 
frant certaines difficultes. L , xxne d'elles est Is periode d 'in- 
cubation qui, comme indique, peut varier de 1 a 4- jours environ. 
5 Un tel delai dens le diagnostic d'une infection des voies urinsi- 
res peut, dans certains cas, avoir une importance critique. On 
peut mettre en doute la valeur des methodes par culture, si I'on 
considere la nature delicate et exclusive de beaucoup d'especes 
de bacteries quant aux conditions necessaires specifiques de mi- 

10 trition et d •environnement . Per consequent, quand on considere 
que la plupart des laboratoires medicaux n'utilisent que deux 
types de milieux nutritifs dans la culture de specimens d'urine, 
la possibility de ne pas detecter certains organismes viables 
devient effective. En fait, des experiences ont indique qu'un 

15 pourcentege important de bacteries urineires sont des anaerobies 
ne pouvant vivre que dans des conditions specif iques. Naturelle- 
ment, il existe aussi d'autres raisons qui empSchent egalement 
la. croissance des bacteries, par exemple la mort ou la lethargie 
des cellules et la presence d f agents becteriostatiques. 

20 La methode de comptage direct au microscope exige le depot de 

portions precises de 1' echantillon d , urine sur une lame etelon- 
nee. On regarde ensuite cette lame a travers un microscope et on 
compte les bacteries presented. Les inconvenients de cette met bo- 
de sont le temps et les efforts depenses par un technicien queli- 

25 fie et, en outre, le fait qu'on ne peut pas l'utiliser pour I'a- 
nalyse d f echantillons troubles • La methode directe par microsco- 
pe est en general plus precise que les techniques de culture du 
fait qu'elle f8it intervenir. le comptage direct des bacteries au 
lieu de dependre.de 1 'aptitude des bacteries a croxtre et a for- 

50 mer des colonies. 

La presente invention fournit une methode de detection et de 
comptage des bacteries dans un echantillon d'urine grace a la- 
quelle on peut rompre les diverses cellules non-bacteriennes con- 
tenant de l'ATP, S8ns affecter les cellules bacteriennes qui con- 

35 tiennent aussi de l'ATP; hydrolyser l'ATP non bacterien evec un 
agent hydrolysant approprie, puis traitor 1 'echantillon pour de- 
truire ou rendre inactif cet agent hydrqiysant; rompre les cellu- 
les bacteriennes avec un acide pour liberer l'ATP bacterien qui 
s'y trouve, puis neutraliser 1' acide et adjuster le pH et la con- 

40 centration ionique de 1 'echantillon a un niveau qui favorisera le 
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reaction de l'ATB avec un melange lucif erase-lucif erine ; combi- 
ner 1 1 echantillon ainsi traite avec le melange lucif erase-luci- 
ferine, et mesurer avec un. materiel approprie connu des techni- 
ciens la quantite de lumiere emise par ce melange. 
5 Hans un autre aspect de l 1 invention, l'ATP non-bacterien pre- 

sent par suite de la presence ae globules sanguins rouges ou 
blancs dans 1 1 echantillon est elimine sans affecter les bacteries 
qui contiennent de l'ATP qui sera finalement quantitativement de- 
termine. Une fois l f ATP non-bacterien indesirable elimine, on 

1Q rompt les bacteries pour en liberer 1 1 ATE qu'elles contiennent 
et permettre ainsi le determination quantitative de ce dernier- 

En bref , il est fourni une methode de detection et de compta- 
ge des bacteries dans l'urine qui consiste a: a) agouter. a un e- 
chantillon d 'urine un compose capable de liberer a l'etat solu- 

15 ble libre 1 1 ATP present dans la matiere non-bacterienne contenue 
dans cet echantillon, saus liberer l'ATP que contiennent les bac- 
teries presentes dans 1' echantillon; b) ©pouter un compose capa- 
ble a'hydrolyser tout l'ATP soluble libre non-bacterien; c) trai- 
ter 1 1 echantillon pour detruire ou rendre inactif l'agent d'hy- 

20 drolyse; d) acidifier 1 1 echantillon pour rompre les bacteries et 
liberer l'ATP bacterien qu'elles contiennent; e) neutraliser l 1 
acide et. adjuster le pH et la concentration ionique a un niveau 
qui favorise la reaction bioluminescente de l'ATP bacterien avec' 
un melange lucif era se-lucif erihe; f) combiner 1 'echantillon d'u- 

25 rine tr8ite ci-dessus avec un melange lucif erase-lucif erine qui 
contient un cathion metallique divalent, par exemple magnesium 
ou manganese; et g) detecter et enregistrer la quantite de lumie- 
re emise par cette reaction, en utilisant un materiel photometri- 
que de sensibilite convenable. 

30 Pour utiliser la determination d 'ATP pour la detection de bac- 
teries dans in systeme physiologique aqueux, par exemple l f urine, 
il est necessaire de mettre au point un moyen d'eliminer de ce 
systeme i'ATP non-bacterien. Les sources essentielles d'ATP non- 
bacterien dans un echantillon d f urine, par exemple, sont l'ATP 

35 soluble libre et l'ATP contenu dans les globules sanguins rouges 
et blancs qui peuvent egalement etre presents avec d'autres con- 
taminants dans 1 ' 6chantillon d 'urine. L 1 elimination de l'ATP non- 
bacterien est realisee en rompant les globules rouges et blancs 
pour en liberer l'ATP. a l'etat soluble libre, et en ajoutant en- 

40 suite un enzyme hydrolysant I'ATP (c'est a dire une ATPase) pour 
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detruire la totelite de 1 •ATP soluble libre dens 1 ■echantillon d 1 
drine. Apres inactivation ou denaturation (c 'est a dire destruc- 
tion) de l'enzyme d'hydrolyse de l'ATP, on l.ibere l'ATP contenu 
dans les bacteries en rompant celles-ci, et on le fait reagir a- 
5 vec le melange lucif erase-lucif erine , ce qui a pour resultat une 
emission de lumiere d'une intensite proportionnelle a la concen- 
tration d f ATP et per consequent proportionnelle au denombrement 
des bacteries dans 1 1 echantillon d 1 urine. 

On peut employer h'importe quel moyen pour rompre les cellules 

10 non-bacteriennes pour en liberer l'ATP, a condition que ce moyen 
soit suff isamment selectif pour rompre uniquement les cellules 
non-bacteriennes, et soit non-toxique ou bien apte a Stre rendu 
non-toxique. C'est a dire que rien ne doit gSner une reaction ul- 
terieure quelconque, en particulier la reaction bioluminescente 

15 de I 1 ATP bacterien 8vec le melange lucif erase-luciferine • Une m8- 
niere de rompre les cellules non-bacteriennes est l'emploi d'un 
moyen qui reduise la tension superf icielle des cellules non-bac- 
teriennes. 

Certains composes tensiosctifs qui abaissent la tension super- 
20 f icielle de solutions sqjueuses, en particulier ceux classes comme 
detersifs csthioniques, anioniques, et non-ioniques, sont en ge- 
neral suffisamment selectifs pour rompre les cellules non-bacte- 
riennes pour permettre la liberation de leur ATP sans affecter 
les bacteries contenues dans 1 ' echantillon. 
25 Bien qu'on puisse utiliser dies detersifs cathioniquesb et snio- 

niques dans le procede de la presence invention, des detersifs 
non-ioniquess tels que I'octyl-phenoxy-polyethoxyethanol sont eco- 
nomiques, taciles a obtenir, donnent toute satisfaction, et sont 
done preferes.. 

30 Des exemples de quelques autres composes tensioactifs conve- 
nant pour le procede sont les saponines triterpenoides, les sa- 
ponines steroides, les sulf osuccinates , par exemple les dioctyl 
sodium sulf osuccinates, divers glycosides, et certains derives 
polyoxyethyleniques d' esters partiels d^ides gras d "anhydrides 

35 de sorbitol. 

La rupture des cellules non-bacteriennes est en general effec- 
tuee a la. temperature embiante et a la pression ambiante, en 
laissant reposer 1 1 echsntillon d'urine pendant 1 minute a une 
heure environ, et de preference pendent 5 a 20 minutes, et mieux 

40 encore pendant 10 minutes environ. Le temps pendant lequel on 
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laisse reposer l'ecbantillon a 'urine, par exemple quand on y a 
ajoute un detersif non-ionique comme 1 ' octyl-phenoxy-polyethoxy- 
ethanol, depend en partie de la temperature, du fait que la Vites- 
se de rupture eugmentera de facon appreciable pour chaque degre 
5 d' augmentation de la temperature. Toutefois, lors d'un long re- 
pos ou bien a des temperatures elevees, le detersif non-ionique 
pourrait commencer a attequer les bacteries, en reduisant de ce 
f8it la precision et 1' exactitude de la methode. 

Quand on emploie comme agent de rupture 1 'octyl-phenoxy-poly- 
10 ethoxyethanol, detersif non-ionique, il donne les meilleurs re- 
sultats quand il est a une concentration allant d' environ 0,05 
a 5 pour cent en volume et est ajoute a l'ecbantillon d'urine 
en quantite equivalent a approximativement 5 a 15# du volume de 
cet echantillon. 

15 Une fois que les cellules non-bacteriennes contenant de l'ATP 

ont ete selectivement rompues par 1' octyl-phenoxy-polyethoxye-fcha- 
nol et que l'ATP a ete libere de ces cellules non-bacteriennes a 
l'etat soluble libre, on ajjoute a 1 'echantillon d'nrine un compo- 
se capable d'hydrolyser la totalite de l'ATP soluble libre conte- 
2D nu dans l'ecbantillon d'urine. Le moyen non toxique le plus spe- 
cif ique d'hydrolyser l'ATP est l'emploi des enzymes d'bydrolyse 
d 'ATP communement denommes ATPases. On peut employer n'importe 
quelle ATPase, par exemple l'apyrase de pomme de terre, l'apyra- 
se d'insectes, 1' ATPase de muscle et 1 'ATPase de foie. l'apyrase 
23 de pomme de terre, du fait qu'elle est plus completement carac- 
terisee, facile a purifier, facile a obtenir, et donne d'exeel- 
lents resultats, est 1' agent bydrolysant prefere pour emploi 
dans la mise en pratique de la presente invention. 

Apres 1 'addition de l'ATPase, on laisse reposer 1 ' echantillon 
50 d'urine a la temperature et pression ambiantes pendant un temps 
suffisant pour permettre a l'hydrolyse de se poursuivre a bonne 
fin.. En general, on laisse reposer 1 • echantillon de 1 a 25 minu- 
tes environ, et de preference d' environ 5 a 15 minutes. 

Une fois l'ATP non-bacterien libere et hydrolyse avec l'ATPa- 
35 se, 1' enzyme bydrolysant doit etre inactive ou detruit (denature- 
tion de I'enzyme) pour l'empecher de ggner 1» analyse de l'ATP li- 
bere ulterieurement par les bacteries. Cela peut etre fait par 
des moyens physiques ou avec des agents chimiques. Ues agents 
chimiques specif iques sont les acides, bases, sels de metaux 
40 linrds, les solvents organiques, et les composes classes comae 
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inhibiteurs d' enzymes* Les moyens physiques comprennent Is cha- 
leur et 1 'irradiation par ondes courtes. Le chauffage de I'echen- 
tillon d'urine pendant un court laps de temps, c'est a dire 1 a 
15 minutes environ, et de preference 5 a 12 minutes environ, a 
5 une temperature ellant de 60°C a 100°C, est efficace pour denetu- 
rer l'enzjrme d 'hydrolysation. De mSme, 1 'addition d'acide per- 
chlorique a l'echantillon d'urine est efficace en inactivant !• 
enzyme d 'hydrolysstion. 

Toute une gamme de composes et de techniques peut Stre emplo- 

10 yee pour reeliser 1 'inactive t ion ou la denaturation de l 1 enzyme 
d'hydrolyse, la seule condition necessaire etant la destruction 
effective de l'8ctivite de ce dernier sans affecter de fe<jon ap- 
preciable les cellules bacteriennes ou 18 reaction bioluminescen- 
te employee pour determiner l'ATP bacterien. Tout compose utili- 

15 se qui est toxique pour la reaction lucif erase-ATP doit finale- 
ment etre elimine ou neutralise* 

La denaturation de 1 'enzyme d'hydrolyse est en general reali- 
see a une temperature elevee, de preference 95°C, et a la pres- 
sion ambiante: si toutefois il devait etre plus commode, ou ne- 

20 cesseire, de I'effectuer a des pressions elevees, il njye pas de 
reison apparente de ne pas le faire. 

Bien que le description ait ete presentee jusqu'ici avec ad- 
dition du detersif non-ionique a l'echantillon d* urine event 1' 
addition de 1' enzyme d'hydrolyse de l'ATP, ces additions se fai- 

25 S8nt successive tmant , il est bien entendu que ces deux ingredients 
peuvent Stre a Routes simultanement , soit separement soit sous 
forme de melange • 

Une fois que l'ATP non-bacterien pouvant gener a ete effecti- 
vement elimine de l'echantillon d'urine, et que 1' enzyme d'hydro- 

30 lyse a ete inactive ou denature, on refroidit l'echantillon a la 
temperature ambiante. Ensuite, l'ATP bacterien est libere par 
rupture des parois des celltiles des bacteries presentes, et 1* 
ATP ainsi libere est mis a reagir avec la combine ison luciferese- 
luciferine comme precedemment indique. 

35 Beaucoup de composes et de techniques d iff erents peuvent Stre 

utilises pour rompre les parois des cellules des bacteries et li- 
berer l'ATP bacterien. lis comprennent des acides organiques com- 
me ljacide acetique et I'acide formique, des acides inorganiques 
comme I'acide perchlorique , I'acide chlorhydrique , 1 'acide sulfu- 

4*0 rique, I'acide phosphorique , et I'acide nitrique. En outre, des 



BNSDOCID: <FR 2101223A1 J_> 



71 29294 9 2101223 

ultre-sonores et certains solvents organiques comme le butanol 
sont efficaces pour liberer l'ATP bacterien. Ici encore,* les 
conditions f ondamentales exigees ae ce reactif sont qu'il rompe 
les parbis des bacteries pour liberer l'ATP sans reagir avec cet 
5 ATP et sans gener les reactions ulterieures, et en particulier 
la reaction biolumine scent e de l'ATP avec la combinaison lucife- 
ra se-lucif erine • 

L'acide perchlorique convient particulierement bien pour cet- 
te operation; et, apres l 1 addition d'une petite quantite d 1 acide 
10 perchlorique a une concentration relativement faible, on leisse 
reposer 1 1 echantillxm pendant environ 10 secondes a 15 minutes, 
et de preference pendant 1 a 7 minutes environ* La reaction est 
rapide et n^xige.pas beaiicoup de temps pour liberer 1 1 ATP bac- 
terien. Si on laisse 1 • echantillon reposer trop longtemps apres 
15 1' addition de l 1 acide perchlorique, 1*ATP qui est libere des bac- 
teries peut Stre def svoreblement effecte par l 1 acide. Si on em- 
ploie trop d 1 acide, le precision de 1* analyse fxnale en sere af- 
fectee, car l f anion acide a Tin effet defavorable sur la reaction 
biolumine scente. . 
20 Bien que la Vitesse de la reaction soit augmentee pour chsque 
augmentation supplementaire de la temperature, la rupture des 
bacteries- est en general optimum a la temperature ambiante, et 
il n'y a pas de gain appreciable a des temperatures elevees, qui 
pourraient d^illeurs tres bien etre nuisibles en ce sens que I 1 
25 ATP pourrait Stre aetruit . Par ailleurs, alors qu r il est tres 
commode de rompre les bacteries a la temperature ambiante, rien 
i^empSche ae le faire a des temperatures aussi basses que 5°C. 

Dans un echantillon d" urine de 1cmc, dans lequel on emplbie I 1 
acide perchlorique pour liberer I'ATP bacterien, une quantite al- 
30 lant de 0,05 cmc a 1 cmc, d'une solution a 0,05 a 5" N decide 

perchlorique peut §tre employee. Une quantite insuffisente d 1 aci- 
de ne rompra pas les parois des bacteries, tandis qu'un exces d 1 
acide peut avoir un effet defavorable sur l'ATP apres la libera- 
tion de celui-ci. - • 
35 La neutralisation de I 1 acide peut §tre effectuee avec tine base 
organique ou inorganique. Des exemples de ces bases comprennent 
les hydrates metalliques alcalins et hydrates metalliques alceli- 
no-terreux, ainsi que ceux des composes organiques capables d •ac- 
cepter des ions d'hydrogene sens affecter def avorablement la re- 
action bioluminescente qui nous interesse ici. Le condition neces 
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saire pour Is base est, naturellement , quelle soit capable de 
neutraliser l 1 acide. En outre, on preferera une base dont le 
cathion reagira avec un anion gSnant d'un acide de la pbase pre- 
cedente pour former un precipite insoluble, en eliminant ainsi 
5 de 1 1 echantillon des ions nuisibles et en evitent ainsi qu'ils 
genent plus tard l 1 analyse. Cela est preferable, comme I 1 est 
tout autre arrangement qui eliminera les ions pouvant gener la 
reaction bioluminescente. Oela est egalement pratique d/un point 
de vue economique, du fait qu'on evite une phase supplementaire 

10 dans 1* analyse^ a savoir 1 1 elimination absolument necessaire de 
ces ions avant la reaction bioluminescente. 

La quant it e de base employee peut aller de 0,05 cmc a 1 cmc 
d'une solution de 0,05 a 5 N d^ydrete de potassium. Une quanti- 
te insuffisante de base ne neutralisera pas ef f ectivement l'sci- 

15 de, et un exces de base peut Stre nuisible pour l'ATP libere des 
bacteries. 

Le pH et la concentration ionique finaux de 1 1 echantillon sont 
ensuite ajustes avec un tampon qui peut y Stre ajoute soit prati- 
quement en m§me temps que la base, soit n'importe quand ensuite. 
20 Ce tampon sert k maintenir assez exactement le pH de 1' echantil- 
lon d f urine a environ .7,4, ce qui est le pH optimum pour une ac- 
tivate maximum de la combinaison lucif ersse-lucif erine . Si l^c- 
tivite de l'ion d f hydrogene (pH) devait devenir plus faible bu 
plus grande de fagon appreciable, la precision finale de l'analy- 
25 se en souffrirait par suite de l f 8Ctivite diminuee de la combinai- 
son lucif era se-lucif erine. En outre, en presence d'un tampon, les 
volumes d 1 acide et de base necesseires dans les phases preceden- 
tes n' ont pas besoin d'etre aussi critiques osr le tampon compen- 
sera toute difference mineure. On peut utiliser n'importe quel 

50 tampon qui meintient le pH de 1 1 echantillon d "urine dans I'inter- 
valle 6,8 a 7,8 environ, ou mieux 7,2 a 7,6, et mieux encore a 
7,4 environ, sans entraver la reaction principale. L8 quantite de 
tampon ajoutee est comprise en general entre 0,05 cmc et 1 cmc 
environ, a une concentration d "environ 2 a 2,5 M. Les tampons qui 

35 remplissent ces conditions et qui peuvent etre utilises dans le 
procede de la presente invention comprennent le tampon TES (N- 
tris (hydroxymethyl) methyl-2-aminoethanesulf onique acide), les 
tampons de phosphates, les tampons d 'arseniates, les tsmpons tria 
comme par exemple tris (hydroxymethyl) sminomethane , les tampons 

40 d f arsines, le tampon de glycyglycine , et le tampon d* acide N-2- 

i 
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hyaroxyethylpiper8zine-N-2-et]i3Ziesulf onique • 

Lichen-till on d 'urine ainsi traite est slors combine avec la 
combinaison lucif erase-luciferine contenent des ions divalents 
de magnesium ou'de manganese, et la lumiere emise .pendant la re- 
5 action "biolumine scent e est mesuree avec des instruments appro- 
pries. 

Un instrument conriu pouvant rendre automatique le procede de- 
crit ci-dessus, y compris Is mesure de le lumiere emise dans la 
reaction biolumine scent e , comprend une table tournante munie de 

10. receptacles espaces pour recevoir continuellement des flacons d* 
ectiantillons d' urine emenes automat iquement et faire ensuite pas- 
ser ces flacons sous un certain nombre de distributeurs qui. dis- 
tribuent successivement une quantite predeterminee des divers in- 
gredients utilises dans le procede a ces flacons au fur et a me- 

-15 sure que ceux-ci passent sous cbaque distributee- A- cette table 
tournante sont egalement associes des moyens de chauffage, des 
moyens de refroidissement , et des moyens de photodetection, tous 
positionnes avec precision, de mSme que les distributeurs, de ma- 
niere a realiser pour chaque operation la succession chronologi- 

20 que convenable comme indique plus haut. II faut souligner que la 
zone dans laquelle la reaction a biolumine scence a lieu et ou le 
moyen de photodetection est positionne pour fournir une mesure 
de la lumiere emise est etanche a la lumiere, si bien que le mo- 
yen de photodetection n'enregistrera que la lumiere provenant de 

25 la reaction biolumine scente. En outre, si on veut inactiver I'a- 
gent hydrolysant par des moyens cliimiques, les moyens de chauf- 
fage et une partie des moyens de refroidissement peuvent etre 
rendus inoperants» 

L 1 invention est illustree plus en detail par les exemples qui 

30 suivent, dans lesquels, sauf indication contraire, toutes les 
parties et tous les pourcentages sont en poids. 

EXEMPLES I a 33TII 

Introduction 

Iia technique utilisee dans 1» analyse d 1 echantillons donnee 
35 dens le Tableau I ci-apres impliquait l'obtention d'un echantil- 
Ion d'urine et son traitement pour eliminer tant 1 'ATP a l'etat 
soluble libre. que celui present dans tous globules sanguins rou- 
ges ou blancs presents dans 1 1 echantillon. Cela a ete realise en 
rompant selectivement les globules rouges et blancs avec Triton 
40 Xr-100 (marque de fabrique deposee de la Rohm and Haas Corpora- 
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tion pour une qualite d f octyl-phenoxy-polyethoxyeth8nol)et en a.- 
joutant de l'spyrsse de pomme de terre qui est un enzyme hydroly- 
sent l f ATP» Au bout d'un court moment on a chauffe 1 •echantillon 
d*urine a 95°C environ pour denaturer l'apyrase de pomme de terre* 
5 Puis on 8 acidifie 1 'echantillon avec de 1' acide perchlorique a- 
fin de rompre les. bacteries, et on a ensuite neutralise avec une 
solution d 1 hydrate de potassium avant d' adjuster le pH de 1' echan- 
tillon a a peu pres 7,4 avec un tampon de TES (acide N-tris(hy- 
droxymethyl) methyl-2-aminoethanesulf onique) . Une partie de cet 

10 echantillon d 'urine traite a ensuite ete combinee, comme explique 
plus en detail ci-apres, avec la combine ison lucif erase-lucif eri- 
ne contenent des ions divalents de magnesium ou de manganese, et 
on a mesure la lumiere emise. 
Traitement des echantillons d 'urine 

15 a) Un echantillon d'urine de 1 cmc a ete melange avec 0,1cmc 

d'une solution de Triton X:-100 a 1# en volume et a une solution 
(0,1cmc) d'epyrese de pomme de terre (decrite plus loin), et a 
ete laisse a reposer a la temperature ambiante pendant 10 minutes, 
b) L 1 echantillon a ensuite ete chauffe a 95°C environ pendant 

20 10 minutes pour denaturer l'apyrase de pomme de terre. Apres ce 
chauffage on a laisse refroidir l f echantillon a la temperature 
ambiante et on y a ensuite ajoute 0,1cmc decide perchlorique 
1,0 N, "puis on a laisse 1 1 echantillon reposer pendent cinq minu- 
tes. 

25 c) La solution decide perchlorique a ensuite ete neutrelisee 

par 1' addition de 0,1cmc d'une solution d' hydrate de potassium 
1,0 N- 

d) Le. pH final de l 1 echantillon a 6te amene a 7,4 par 1' addi- 
tion de 0,1cmc de tampon de TES 2,0 Et (acide N-tris (hydroxyme- 
30 thyl) methyl-2-aminoethanesulf onique) , et on obtient ainsi l'e- 
chantillon d' urine traite. 

Preparation du melange lucif erase-lucif erine 

De la luciferase de luciole partiellement purifiee s ete pre- 
paree a partir de. lanternes sechees de lucioles de la maniere sui- 

35 vente. Un gramme d'une poudre acetonique preparee a partir de ces 
lanternes a ete melange avec 10 cmc de tampon de TES 0,05 M froid 
et agite pendent 30 minutes. Apres centrif ugation de ce melange 
a 13*000 X g pendant 15 minutes, la solution surnageante a ete 
placee sur une colonne de Sephedex G-200 (marque de fabrique de- 

4.0 posee pour des perles de dextrane qui seperent des composes sur 
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la base du poids moleculaire)equilibree avec un tampon de TES 
0,05 M. a un pH de 7,4-, et eluee avec le meme tampon. Les frac- 
tions tirees de cette colonne ont ete testees quant a l'activite 
de lucif erase en retirant deux portions de 0,2cmc auxquelles on 
5 a ajoute 0,1 cmc du tampon de EES. contenant de la luciferine syn- 
thetique (0,1 mg/cmc) et du sulfate de magnesium (0,01M). L^cti- 
vite de la lucif erase a ete mesuree sur la base de l 1 emission de 
lumiere. lors de I 1 addition de 10~ 2 d'AEP au melange* Les plus 
actives, fractions tirees de la colonne, sur la base de l'intensi- 

10 te d'emission de lumiere^ ont ete cboisies, groupees, et melan- 
gees avec une solution lucif erine-magnesium (1 partie de lucif e- 
rase pour Z parties de lucif erine (0,1 mg/cmc)-sulf ete de magne- 
sium (0,01H)), et ensuite lyophilisees en volumes de 10cmc. Les 
melanges lyophilisea ont ensuite ete stockes a -40°C et prepares 

15 pour emploi suivant.les besoins par ^addition de lOcmc d'eeu 
distill.ee • 

Preparation de l^apyrase de pomme de terre 

L'apyrase de pomme de terre a ete preparee en pelant et en de- 
coupant en des 500 grammes de pommes de terre blanches, en les a- 
20 joutant a 250cmc d'eau distrillee froide, et en les bomogeneisant 
dans un melangeur pendant 5 minutes. Cette suspension a ensuite 
ete filtree a travers 2. couches de gaze, et le filtrat a ete erne- 
ne a 20# de saturation avec du sulfate d 1 ammonium, spres quoi le 
pH a ete a juste a 4,0 environ. On a ensuite reroute du sulfate d 1 
25 ammonium pour atteindre 4-0$ de saturation, et le melange a ete 
centrifuge a 13.000 X g pendant 15 minutes a la temperature du 
laboratoire. Le precipite a ete ecarte, et la solution surnegean- 
te a ete portee a 75# de saturation avec du sulfate d' ammonium. 
Apres 15 minutes de repos a la temperature du laboratoire, le me- 
30 lange a ete centrifuge comme ci-dessus. Le precipite a ensuite 

ete dissous dans 50cmc d'eau distillee. L'extrait a ete place sur 
une colonne de Sepbadex G-100 equilibree avec du chlorure de cal- 
cium(0,01 K)dans un tampon de TES(0,05 M)a un pH de 7,4. Les 
fractions ainsi obtenues ont ete testees quant a iVactivite de 1' 
35 apyrase en ajoutant des portions de 0,1cmc de chaque fraction a 
11 jig d*A0}P contenu dans 1cmc de solution, et en laissant les por- 
tions reposer pendant 5 minutes, apr4s quoi l^OJE restant a ete 
mesura en employant la determination par lucif erase de luciole- 
Les fractions actives etaient celles montrant une disparition 
4-a complete de l'ATP. Ces fractions ont ete groupees, lyopbilisees, 
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et stockees a -4rO°C. Aii moment ou on va s'en servir, on les re- 
constitue par addition d'eau distillee. 
Preparation de la Luciferine synthetique 

La luciferine a ete preparee suivant la methode de White et 
5 autres present6e dans le "Journal of the American Chemical Socie- 
ty" , Vol. 85, pages 337-345 (1963). 
Mode opera toire 

Au moyen d'une aiguille et d'une seringue, 0,t cmc de l'echan- 
tillon d 1 urine traite, prepare de la maniere decrite ci-dessus, 

10 a ete injecte dens une cuvette contenant 6,3cmc de le combinai- 
son lucif erase-lucif erine contenant du magnesium. Cela a ete fait 
pour checun des 17 echantillons. Dans cette technique, chaque 
cuvette et un moyeh de photodetection ont ete disposes l f un par 
rapport a I 1 autre dens une chambre etanche a la lumiere, de ma- 

15 niere a ce que la lumiere emise par la reaction de bioluminescen- 
ce a l'interieur de la cuvette puisse Stre detectee par le moyen 
de photodetection et mesuree ensuite par un moyen d f enregistrement 
relie electriquement au dit moyen de photodetection. 

Une courbe type rapportant l 1 intensity de 1' emission de lumie- 

20 re a la concentration d'ATP a ete trecee comme suit: 

Un certain nombre d 'echantillons de 0,1cmc contenant des quan- 
tites connues d'ATP sous forme de solution et couvrant I'inter- 
valle allent de 10 /ig. en diminuant jusqu'a TD y jmg. ont ete 
prepares, Chacun de ces echantillons d'AEP a ete injecte indivi- 

25 duellement dans une cuvette separee de melange fraichement hydra- 
te de lucif erase-lucif erine (conf ectionne de 18 maniere decrite 
ci-dessus) , et on a mesure 1'intensite de la. lumiere emise psr 
chacune des reactions luminescentes ainsi ohtenues. L 1 injection 
de l'AIEP et la mesure de la lumiere emise ont toutes deux ete e- 

30 xecutees d'une maniere identique a celle qui vient d'Stre decri- 
te au sujet de I'echantillon d 1 urine. Pour chacun^ des echantil- 
lons de 0,1 cmc d'une quantite connue d'AIDP on a. obtenu une va- 
leur particuliere d* emission de lumiere. Ges veleurs d' emission 
de lumiere. ont ete portees per rapport a la quantite correspon- 

35 dante. d'AIDP pour former la courbe type. 

En utilisant cette courbe type, les valeurs d 1 emission de lu- 
miere obtenues des 17 echantillons d'urine et mesurees par le 
moyen d 'enregistrement ont ete converties en concentrations d 1 
ATP.. Bien entendu, par suite des variations quotidiennes de l f 

4:Q ectivite de la lucif erase, une courbe type, doit Stre preparee. 
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cheque gour pour obtenir les resultats les plus exacts. 

Les comptages de bacteries enumeres dans la seconde colonne 
du Tableau I ci-apres out ete calcules individuellement en divi- 
sant la concentration d'ATP de chacun des 17 echantillons d 'uri- 
5 ne par 3 x 1Q"" 10 ^g. qui est la teneur moyenne en ATP d'une cel- 
lule bacterienne. 

Les comptages de bacteries obtenus par la methode de 1»ATP ont 
ete compares avec les comptages de bacteries obtenus sur le m§me 
echantillon en utilisant les techniques de la plaque solidifiee 
1Q et du microscope. Les troisieme et quatrieme colonnes du Tableau 
I. ci-apres enumerent ces dernieres donnees. 

Tableau L 
Determination du nombre de bacteries/omo 
par diverses methodes 



15 



7 4 x 

8 



Echantillon Method e ATP Plaque sol idifiee Microscope 

1 8 x 1Q 7 4 x 10 5 6 x 10? 

2 8 x TO 7 9 x 10 3 7 x 10 

3 7 x 10 9 2. x 1Q 8 2 x 10 9 
20 4 9 x 10 9 2 x 10 7 2. x 10® 

5 4 x 10 8 3 x 1Q 5 8 x 10 7 

6 7 x 10 8 1 x 10 4 2 x 10 7 

10 7 1 x 1Q 7 2 x 10 8 

3 X ID 7 2 x 10 7 4'x 10 8 

25 9 5 x 10 9 3 x 10 5 1- x 10 8 

10 3 x 10 7 -¥ ' 2 x 10 7 

11 8 x 10 7 -* 2 x 10 7 

12 6 x 10 7 2 x 10 7 3 x 10 

13 2 x 10 8 8 x 10* 2. x 10 7 
30 14. 4 x 10 7 - * x 10 7 

15 5 x 10 8 3 x 10 7 7 x 10 

16 3 x 10 7 -» 2 x 10 7 

1 7 1 x 10 7 2 x 10 5 1 x 10^ 



35 (* - indique qu'il n'y a pas eu croissance d 'organismes) 

Une comparaison des valeurs obtenues en employant la method e 
ATP par rapport a la methode de la plaque solidifiee indique 
que la methods ATP est beaucoup plus exacte que le methode de 
la plaque solidifiee. qui a en outre le defsut de prendre plus 

4Q de temps et d'Stre extrSmement laborieuse. On peut voir par un 
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, examen du Tableau I que la methode ATP est en correspondence 
plus etroita. avec 18 methode par microscope, alors que la metho- 
de de la plaque solidifiee varie de jusqu'a 6 ordres de grandeur* 
Des specimens d'urine de 700 malades du John Hopkins Hospital 
5 (non presentes en Tableau) ont ete testes pour les bacteries, et 
les resultats ont ete compares a ceux obtenus p8r la technique 
des plaques solidifiees. Dans tous les cas ou le denombrement des 
colonies depassait 10*000 par cmc par la technique des plaques 
solidifiees, la repdnse de l'ATP a ete positive. En outre, dans 

1Q la plupart des cas, le denombrement des bacteries pbtenu par la 
determination par l'ATP etait beeucoup plus eleve que celui ob- 
tenu par le denombrement des colonies* En feit^ dans un nombre 
important de cas ou la determination par l'ATP etait positive, 
le denombrement des colonies etait negatif . lies explications pos- 

15 sibles pour ces differences ont ete decrites precedemment. 

Bien que le procede decrit jusqu'ici comprenne les phases de 
denaturetion par la chaleur de l f enzyme ATPase (solution d'apyr8- 
se de pomme de terre) hydrolysant l'ATP, puis de refroidissement 
de l'echantillon d'urine a la temperature ambiante , il faut sou- 

20 ligner que ces operations, ainsi que la phase de neutralisation 
de l'acide perchlorique par 1 'addition de la base (solution d' hy- 
drate de potassium), peuvent §tre omises s'il ne s'ecoule pas 
plus de dix secondes entre 1' addition du tampon et l 1 addition du 
melange lucif erase-lucif erine. Gette condition necessaire peut 

25 §tre facilement remplie par un instrument automatise. Dans ce cas- 
la, on aaoute l'acide (acide perchlorique) a l f echantillon d'uri- 
ne apres qu'il y a eu une periode d'incubation d 'environ 10 minu- 
tes du Triton X.-1DO et de la solution d'apyrase de pomme de terre 
que renferme deja 1 ' echantillon d'urine. L'acide perchlorique, 

30 dans ce cas-la, inactive 1' enzyme hydrolysant et rompt en rnSme 
temps toute bacterie presente. Ici encore, comme dans le procede 
decrit precedemment, on laisse reposer pendant cinq minutes I'e- 
chantillon d'urine contenant l'acide perchlorique ajoute, puis 
on I'amene a un pH definitif de 7,4- par 1' addition d'un tampon, 

35 dans le present cas un tampon tris, et de preference le tris(hy- 
droxymethyl)eminomethane , et on obtient ainsi 1 ' echantillon d'u- 
rine traite qui est alors immediatement melange avec la combinai- 
son lucif erase-lucif erine contenant du magnesium. 

Un certain nombre d 1 echantillons d'urine ont ete testes en u- 

40 lisant ce procede de rechange. Les resultats obtenus sont donnes 
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dans le Tableau II en mSme temps que ceux obtenus' par les metho- 
des classiques par microscope et par plaques solidifiees utili- 
sees pour analyser les mfmes Schantillons. On peut observer que 
les commentaires donnes ci-dessus pour le Tableau I s'appliquent 
5 aussi bien egalement au Tableau II. 

Tableau II 
Determination du nombre de bacteries/cmc 



1G 



15 



Echantillon 


par diverses methodes 
Aut-re methode ATE Plaque solidifiee Microscope 


1 


2,8 


X 


10 6 


1 X 10 5 


2,4 


X 


10 


2\ 


7,4 


X 


10 5 


2 x 10 5 


1 


X 


-to 5 


3 
4. 


2^3 
6,6 


X 
X 


10 6 
10 8 


1. x 1 O 2 
1 x 1Q 2 


1 

2,3 


X 
X 


TO 7 


5 




0 




— * ' 




0 




6 


6 


X 


10 5 


1. x 1G 2 - 


2. 


X 




7 


6,6 


X 


10. 7 


4 x 10 7 


6 


X 


to 7 


8 




0 




— * 




O 




9 


2 


X 


10 6 


1 x: 10 2 


2 


X 





2Q C indique qu'il n r y a pas eu de croissance d 1 organismes) 

Traitement d 1 echantillons d 'urine en utilisant les autre s mises 
en oeuvre 

a) Un echantillon d'urine de 1 cmc a ete melange avec 0,1cmc 
d'une solution de Triton X-100 a 1# en volume et a 0,1 cmc d'une 

25 solution d'apyrase de pomme de terre, et laisse a reposer a la 
temperature ambiante pendant 10 minutes • 

b) Ensuite on a ajoute 0,1cmc d'acide perchlorique 1,0 N, et 
on a laisse reposer 1 ' echantillon pendant cinq minutes. Dans ce 
ces-ci l'acide perchlorique a a la fois inactive I'apyrase de pom- 

5Q mme de terre (enzyme hydrolysant) et rompu les bscteries presen- 
tes pour en liberer l'AIF. 

c) Puis le pH definitif de 1 1 echantillon a ete amene a 7,4 par 
addition de 0,1cmc de tris(hydroxymethyl)aminomethane 2,5 M (un 
tampon tris) , et on a ainsi obtenu 1 1 echantillon d'urine traite. 

55 d) Immediatement on a in^jecte 0,1cmc de cet echantillon d •uri- 

ne traite dans une cuvette contenant 0,5cmc de la combinaison lu- 
ciferase-luciferine contenant du magnesium, cette cuvette etant 
positionnee a cote d'un moyen de photodetection dans une chambre 
etanche a la lumiere, si bien que la lumiere emise par la reac- 

4.0 bioluminescente pouvait Stre detectee par le moyen photodetecteur 
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et mesuree ensuite par un moyen d 'enregistrement relie electri- 
quement au moyen photodetecteur • 

Les phases a a d ci-dessus ont ete repetees pour cheque echan- 
tillon d'urine. 

5 La methode de la presente invention exposee ici a pour resul- 
tat une economie de temps considerable quand on la compare avec^ 
les methodes connues jusqu'ici, du fait qu'elle n'exige aucune 
periode d' incubation au cours de laquelle les bacteries se deve- 
loppent sur le substrat nutritif. En outre, cette analyse peut 

10 §tre eff ectuee psr des non-microbiologistes, et le personnel plus 
hautement qualifie peut Stre utilise plus eff icacement . 

Le test convient pour toutes bacteries, viventes ou mortes; il 
n'est pas limite a celles capsbles de croissance aerobie; il est 
independant du type de produit nutritif exige par les bacteries 

15 pour croitre convenablement ; et en general il n'est pas effecte 
par la presence d'agents bacteriostatiques qui inhitsent la crois- 
sance • 

La methode de 1" invent ion non seulement convient pour emploi 
dans 1' analyse d 'echantillons d'urine pour determiner des infec- 

20 tions des voies urineires par le mesure du niveau de bacteries, 

mais encore elle est adaptable a la determination de nivesux bac- 
teriens dans d'autres fluides corporels aqueux tels que lymphe, 
plasma, sang, liquide cephalo-rachidien, selive et mucosites, 
pour n'en citer que quelques uns. De plus, elle est particuliere- 

25 ment applicable a la mesure de niveaux b8cteriens dans des flui- 
des aqueux corporels contenant, outre les bacteries, a la fois 
de l'ATP soluble libre et des cellules non-bacteriennes renfer- 
mant de l'ATP. 

Quand la methode de l 1 invention est realisee dans 1" instrument 
50 automatise mentionne plus haut, au lieu de demerrer avec 1cmc d' 
echantillon d'urine dont, apres l 1 avoir traite, on, injecte 0,1cmc 
dans une cuvette contenant le melange lucif erase-lucif erine , les 
flacons amenes a la. table tournsnte contiennent chacun 0,1cmc d f 
echantillon d'urine, et chacun des ingredients y est ajoute suc- 
35 cessivement dans line sequence chronologique particuliere pour ob- 
tenir 1 1 echantillon d'urine traite, auquel le melange lucif erase- 
lucif erine est alors injecte. Oe par contraste avec la methode 
generale decrite, dans laquelle l 1 echantillon est injecte dans la 
cuvette contenant le melange lucif erase-lucif erine . 
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REVEND1CATIONS 

1. Methode de detection et de comptage de- bacteries dans un 
echantillon d'urine* caracterisee en ce qu'elle comprend: 

a) la rupture des cellules non-bacteriennes renfermant du 
5 triphosphate d' adenosine (ATP) presentes dans 1 'echantillon; 

b) la destruction de I'ATP non-bacterien; 

c) l 1 elimination de 1' agent destructeur; 

d) la rupture des cellules bacteriennes, avec, de ce fait, 
liberation d'ATP; 

10 e ) ajustement de la concentration d'ions d'hydrogene de 1' 

echantillon a un niveau favorable a une reaction bioluminescente 
de cet ATP avec un melange lucif erase -lucif erine pour l'obtention 
d'un echantillon d' urine traite; 

f) la combinaison de cet echantillon d 'urine traite avec 
15 un melange lucif era se-luc if erine , melange qui contient en outre 

un cathion metallique divalent choisi dans le groupe consistent 
essentiellement en magnesium et manganese; et 

g) l'enregistrement .de la quantite de lumiere emise par 
cette reaction. 

20 2- Methode selon la Revendication 1, caracterisee en ce que: 

a) la rupture des cellules non-bacteriennes renfermant de 
l'ATP est. effectuee par un compose qui reduit suffisamment la 
tension superf iciellepour liberer l'ATP non-bacterien; 

b) la destruction du d it ATP non-becterien est accomplie 
25 avec un enzyme hydrolysant l'ATP; 

c) I 1 elimination de cet enzyme hydrolysant est realisee 
par denaturation par la chaleur; 

d) la rupture des cellules bacteriennes est realisee en 
acidifiant 1 1 echantillon, ce qui inclut la phase additionnelle 

50 de: 

e) la neutralisation de 1' echantillon acidifie avec une 
base appropriee avant 1' aaustement de la concentration d'ions 
d'hydrogene de 1 1 echantillon a un niveau qui favorisera la reac- 
tion bioluminescente de l'ATP avec le melange, lucif era se-lucife- 

55 rine. 

5 # Methode selon la Revendication 2, caracterisee en ce que 
1 'echantillon est chauffe a une temperature depassant 60°0, pen- 
dant un temps suffisant pour assurer la denaturation de l'ensyme 
hydrolysant, et la concentration d'ions d'hydrogene de I'echan- 
tillon neutralise est ajustee avec une solution ^tampon pour for- 
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mer 1 ' echantillon traite avec un pH de 6,8 a 7*8 environ. 

Methode selon la Revendication 2, encore carect<£risee en 
ce que: 

a) 1* acidification est realisee avec un acide choisi dans 
5 le groupe consistent essentielletaent en acide perchlorique , aci- 
de chlorhydrique , acide sulfurique, acide acetique, acide phos- 
phorique, et acide nitrique. 

b) la neutralisation est eff ectuee avec une base choisie 
dans le groupe consistant essentiellement en hydrates metelli- 

10 ques alC8lins et hydrates alcalino-terreux; et 

c) 1 'a justement de la concentration d'ions d'hydrogene est 
eff ectuee avec un tampon qui maintient un pH de 6,8 a 7*8 envi- 
ron . 

5. Methode selon la Revendication 2, encore caract^risee en 
15 ce que: 

a) les cellules non-bacteriennes contenant de 1 1 ATP sont 
rompues par un detersif non-ionique; 

b) l 1 enzyme d'hydrolyse de l'ATP est une ATPese; 

c) I'echantilEon est chauffe de 60°C a 100°G pendant 1 a 
20. 15 minutes environ pour denaturer l'ATPase; 

d) 1 • echantillon est acidifie avec un acide inorganique 
pour rompre les cellules bacteriennes; 

e) 1 1 echantillon est denature avec Tine base metallique al- 
caline; et 

25 f) la concentration d'ions d'hydrogene est ajustee en em- 

ployant un tampon maintenant un pH allant de 7*0 a 7>6 environ. 

6. Methode selon le Revendication 5» caract^risee en ce que 
le detersif non-ionique est 1 1 octyl-phenoxy-polyethoxymethane , 
I'ATFase est une solution d'apyrase de pomme de terre , 1* acide 

30 inorganique est 1' acide perchlorique , et la b8se metallique alca- 
line est 1' hydrate de potassium*. 

7. Methode selon la Revendication 6, caract^risee en ce que: 

a) I'octyl-phenoxy-polyethoxyethenol est a une concentra- 
tion d 1 environ 0,05 a 5,0 pour cent en volume et est ejoute a l 1 

35 echantillon en quantite equivalent a peu pres a 5 a 15 pour cent 
du volume du dit echantillon; 

b) on agpute une quantite de la solution d f apyrase de pomme 
de terre excedant celle requise pour l^hydrolyse de 1 • ATE non- 
becterien, et on leisse 1 9 echantillon reposer pendant un temps 

*fcO suffisant pour resliser la rupture et l'hydrolyse; 
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c) 1' echantillon est chauffe a 95°C pendent 5 a .15 minutes en- 
viron pour assurer la denaturation de l'apyrase de pomme de terre 

d) 1 ■ echantillon est acidifie avec 1' acide perchlorique a une 
concentration allant de 0,05 a 5,0 H, et on le laisse reposer pen 

5 dant un temps allant d' environ 10 secondes a environ 15 minutes 
pour assurer la rupture des bacteries; et 

e) on neutralise le dit acide perchlorique avec de 1* hydrate 
de potassium a une concentration allant de 0,05 a 5,0 N de telle 
maniere que les ions de potassium forment avec les ions de per- 

10 chlorate un precipite insoluble; et 

f) la concentration d'ions d'nydrogene est ajustee a l'aide 
d'un tampon non perturbateur qui maintient un pH allant d' envi- 
ron 7,2. a environ 7,6. 

8- Methode selon la Revendication 7, caracterisee en ce que: 
15 a) on adoute 0,1 cmc d'une solution a 1 pour cent en volume 

d ' octyl-phenoxy-polyethoxyethanol a 1,0 cmc de 1 • echantillon d» 
urine et on combine avec ce melange 0,1 cmc d'une solution d'a- 
pyrase de pomme de terre, et on laisse reposer 1' echantillon a 
la temperature ambiante pendant un temps allant d' environ 5 mi- 
20 nutes a. environ 20 minutes; 

b) la solution d' acide perchlorique est neutralisee avec de 
1' hydrate, de potassium, et la concentration d'ions d'nydrogene 
. est ajjustee en utilisant de 1' acide N-tris (hydroxymethyl) me- 
thyl-2-aminoethanesulf onique ; et 
25 c) on ajoute ensuite 0,1 cmc de 1 » echantillon d 'urine traite 

a un melange lucif erase-lucif erine contenant du magnesium. 

9. Methode selon la Revendication 7, caracterisee en ce que: 

a) on adoute 0,1 cmc d'une solution a 1 pour cent en volume 
d'octyl-phenoxy-polyethoxyethanol a 1,0 cmc de 1 « echantillon d' 

50 urine et on combine avec ce melange 0,1 cmc d'une solution d'a- 
pyrase de pomme de terre, et on laisse reposer 1 ' echantillon a 
la temperature ambiante pendant un temps allant d' environ 5 mi- 
nutes a environ 20 minutes; 

b) 1 « echantillon est chauffe a 95°C pendant un temps allant 
55 d' environ 8 minutes a environ 12 minutes afin d' assurer la dena- 
turation de l'apyrase de pomme de terre; 

c) 1« echantillon est acidifie avec environ 0,1 cmc d' acide 
perchlorique 1,0 N, et on le laisse reposer a la temperature am- 
biante pendant 5 minutes a peu pres; 

4-Q. d) la solution d' acide perchlorique est neutralisee par l'ad- 
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dition d'une solution d'hydrate de potassium a 1,0 N; 

e) la concentration d'ions d'fcydrogene est ajustee pour main- 
tenir le pH a 7,4 environ par l f addition de 0,1 cmc decide 2 M 
N-tris (hydroxymethyl). methyl-2-aminoeth3nesulf onique ; et 
5 f) on ajoute elors 0,1 cmc de 1 1 echantillon d 1 urine traite 

a 0,3 cmc d'un melange lucif erase-lucif erine contenant du magne- 
sium. 
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